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いて有害な Al イオンをキレートする。このリンゴ酸の放出は、ALMT1 遺伝子によって制御
されており、ALMT1 遺伝子産物である Al 活性型リンゴ酸トランスポーターは、細胞膜に局
在する新奇のタンパク質である。本研究では、ALMT1 タンパク質の機能ドメインを解明する
ための基礎情報として、細胞膜における配向性について解析した。 
動物細胞（主として、ヒト 293T 細胞）に、ALMT1 タンパク質の N 末端や C 末端に GFP や
His タグを付加した ALMT1 融合タンパク質一過的に発現させた後、各種抗体を用いた免疫細
胞染色を行い、ALMT1 タンパク質の膜配向性を解析した。その結果、ALMT1 タンパク質は、
N 末端および C 末端を細胞膜の外側に出し、６つの膜貫通領域を有することが示唆された。 
次に、ALMT1 タンパク質を発現している動物細胞においてに ALMT1 タンパク質の機能を解
析するためにパッチクランプ法を用いた電気生理学的解析を行った。その結果、Al に応答
したリンゴ酸の放出を観察した。このことにより、コムギ ALMT1 タンパク質は、動物細胞
においても Al 活性型リンゴ酸トランスポーターとして機能することが示唆された。 
 論文審査結果の要旨 
 
   酸性土壌は、作物の生育を阻害する不良土壌であり、主要な阻害因子はアルミニウム
（Al）イオンである。作物のAl耐性機構として最も解析が進んでいるのは、Alイオンに応
答した根からの有機酸放出であり、放出された有機酸がAlイオンを無毒化する。この耐性
機構では、Alに応答する有機酸トランスポーターが重要な働きをしており、その最初の遺
伝子ALMT1がコムギから単離されている。本研究は、この新奇なトランスポーターの膜にお
ける配向性（トポロジー）について解析した。研究手法としては、コムギのALMT1遺伝子を
植物細胞や動物細胞に導入し発現させ、ALMT1タンパク質の両末端や親水性領域が細胞膜内
外のどちらに存在するかを判断するものである。その際、ALMT1タンパク質の両末端にGFP
やHisタグを付加した融合タンパク質発現させ、GFPやHisタグさらには親水性領域の各々に
存在するアミノ酸配列に対する各種抗体を用いた免疫染色を行い、これらの領域の膜配向
性を判定した。最初、植物細胞で試みたが明瞭な結果が得られず、続いて動物細胞で試み
た結果、ALMT1タンパク質は、両末端を細胞膜の外側に出し、６個の膜貫通領域を有するこ
とを明らかにした。以上の研究成果は、一報の論文と二回の口頭発表で報告している。さ
らに、動物細胞で発現させたALMT1タンパク質が、本来の機能を示していることも電気生理
学的手法を用いて確認した。本研究内容は、Al耐性機構において最も重要な機能を担う
ALMT1タンパク質の細胞膜における二次構造について初めて明らかにしたものであり、この
情報を基に、Alに対する応答やリンゴ酸輸送機構等の解明が期待できる。以上の研究内容
は、博士の学位に値すると判断される。 
